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摘要 : 有 证 据 表明 昆虫 气味 结合 重 白 (odorant binding proteins, OBPs) 与 其 咒 觉 识别 密切 相关 ， 起 着 运输 外 界 脂 溶性 
气味 分 子 通过 嗅觉 感 器 淋巴 液 到 达 嗅 觉 受 体 的 关键 作用 。 为 了 更 好 地 了 解 OBPs TE EI T8 BG Adelphocoris lineolatus 
( Goeze) 嗅觉 识别 中 的 作用 ， 本 研究 首次 克隆 了 育 禾 育 晴 气味 结合 重 白 基因 Alin-OBPI ( GenBank 序列 号 CQ477022 ) 。 
测序 和 序列 分 析 结 有 果 表 明 ， 该 基因 开放 阅读 框 长 438 bp, 编码 145 个 氨基 酸 ， 预测 分 子 量 为 15.69 kDa, FEAN 
5.01，N- 末 端 玖 水 区 包含 由 18 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 。 和 蛋白 特征 分 析 表 明 ， 该 基因 翻译 后 的 蛋白 质 具 有 昆虫 气味 
结合 蛋白 的 典型 特征 ， 即 氨基 酸 序 列 中 有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 。 利 用 RT-PCR 和 Real-time PCR 技术 对 Alin- 
OBP1 在 首 蒂 盲 岸 成 虫 不 同 组 织 和 各 个 发 育 阶段 的 表达 水 平 进行 了 测定 ,结果 显示 Alin-OBP1 几乎 全 部 在 触角 中 表 
达 。 不 同 发 育 阶 段 Alin-OBP] 表达 量 不 同 ,在 5 龄 奋 虫 和 成 虫 阶 段 表 达 水 平 最 高 。 结 果 提 示 Alin-OBP1 Fl ETE E dH 
育 晴 感受 包括 性 信息 素 在 内 的 外 界 化 合 物 的 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 。 
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Cloning and expression pattern analysis of an odorant binding protein gene 
Alin-OBP1 in the lucerne plant bug, Adelphocoris lineolatus ( Goeze ) 
(Hemiptera: Miridae ) 

GU Shao-Hua, ZHANG Xue-Ying, ZHANG Yong-Jun' , WU Kong-Ming, GUO Yu-Yuan (State Key 
Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Beijing 100193 , China. ) 

Abstract: In insects, there is now increasing evidence that the odorant binding proteins ( OBPs) are 
involved in olfaction perception and play a key role in transporting hydrophobic odorants across the sensillum 
lymph to the olfactory receptors (ORs). In order to better understand the role of OBPs in the olfactory 
system of the lucerne plant bug, Adelphocoris lineolatus ( Goeze) , we cloned a cDNA encoding odorant 
binding protein 1 of A. lineolatus in the laboratory, which was named Alin-OBP1 ( GenBank accession no. 
GQ477022). The results of sequencing and sequence analysis showed that the open reading frame ( ORF) 
of Alin-OBP1 was 438 bp in length, encoding 145 amino acids, the predicted molecular weight (MW) was 
15. 69 kDa, and the isoelectric point (pl) was 5.01. The predicted N-terminal hydrophobic region 
containing 18 amino residues displayed the characteristic features of a signal peptide. Protein signature 
analyses revealed that it shared typical structural features of odorant binding proteins with other insects, 
including six conservative cysteine residues. By RT-PCR and Real-time PCR methods, we determined the 
expression pattern of Alin-OBP in different adult tissues and developmental stages of A. lineolatus. It was 
found that A/lin-OBP1 was dominantly expressed in the antenna of A. lineolatus. In addition, Alin-OBP1 
was expressed in various nymphal and adult stages at different expression levels and had higher expression 
level in the 5th instar nymphal and adult stages. The results suggest that Alin-OBPI may play a key role in 
the perception of sex pheromones and other chemical odorants in A. lineolatus. 
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developmental stage 


Hum T COE HH OB RE ( Hemiptera: 
Miridae) ， 是 我 国 棉花 生产 上 的 一 类 重要 害虫 ， 
年 在 全 世界 都 对 棉花 产量 都 造成 巨大 的 损失 
( Hardee and Bryan 1997 ; Greene et al., 1999; Wu et 
al., 2002; Wu, 2007), 1997 年 ， 我 国 开 始 商 业 化 
种 植 Bt 棉花 ， 到 2008 年， 美国、 中国、 印度、 澳 
大 利 亚 、 阿 根 廷 、 巴 西 、 南 非 、 墨 西 哥 、 册 伦比 亚 
等 国家 种 植 Bt 抗 虫 棉花 已 超过 1 500 万 公顷 
(James, 2008) 。 种 植 Bt 棉花 有 效 地 控制 了 棉铃 虫 
等 主要 鳝 翅 目 害虫 的 危害 ， 化 学 农药 使 用 量 因此 大 
幅度 减少 ， 棉 田 害 忠 地 位 随 之 发 生 了 一 系列 演 蔡 ， 
育 晴 种 群 数量 剧 增 ， 和 危害 加 强 ， 并 且 呈 严重 灾变 趋 
势 发 生 (Lu et al., 2008)  SUXE D YG Hi 96 EAE 
学 农药 ， 这 不 仅 容 易 导 致 育 晴 抗 药性 的 产生 ， 而 且 
对 环境 造成 了 巨大 的 破坏 和 污染 ， 因 此 ， 有 必要 发 
展 经 济 有 效 的 、 环 境 友 好 的 防治 方法 。 噢 党 系统 对 
于 昆虫 的 生存 和 繁衍 至 关 重 要 (Field et al., 2000) , 
可 以 特异 性 检测 识别 环境 中 的 化 学 信号 ， 从 而 引发 
相关 的 行为 反应 ， 如 定位 寄主 、 交 配 、 选 择 产 卵 位 
点 、 躲 避 捕 食 者 和 外 界 有 毒物 质 等 (Kaissling et al., 
1987; Breer et al., 1994; Field et al., 2000; Benton et 
al, 2009). FE Eb Hi m m s YR STU el] n] EL BJ FR 
Tit ALG BUR Fe EE ER Al], 3 
到 有 效 防治 害虫 的 目的 。 

昆虫 识别 配偶 释放 的 性 信息 素 或 植物 的 挥发 性 
气味 是 通过 位 于 昆虫 噢 党 感 希 中 的 相关 重 日 来 实现 
的 ,包括 气味 结合 蛋白 (odorant binding proteins, 
OBPs)、 化 学 感受 蛋白 (chemosensory proteins, 
CSPs). It 4% {A ( olfactory receptors, Ors), SIR 
降解 酶 (odorant degrading enzymes, ODEs) AMR ir AH 
ZA JG fi 4 H (sensory neuron membrane proteins, 
SNMPs ) ( Vogt and Riddiford, 1981; Vogt et al., 
1985; Prestwich et al, 1989; Rybczynski, 1990; 
Rogers et al., 1999; Vosshall et al., 1999; Wanner et 
al., 2004; Hallem et al., 2006; Vogt et al., 2009), 
另外 , 味觉 受 体 ( gustory receptors, GRs) 也 是 昆虫 
识别 外 界 气 味 的 一 种 重要 和 蛋白 (Hallem et al., 
2006) 。 其 中 OBPs 的 功能 研究 地 最 为 深入 ， 一般 
认为 OBPs 在 昆虫 触角 感 副 淋巴 液 中 高 浓度 的 表 
达 ， 起 着 溶解 并 运输 外 界 脂 溶性 分 子 到 达 串 觉 神经 
元 树 突 上 的 气味 受 体 上 ， 从 而 激活 信号 转 导 过 程 的 
作用 ( Krieger and Breer, 1999) 一些 生理 和 行为 学 


实验 已 经 证 明 OBPs 在 昆虫 感受 外 界 气 味 分 子 中 起 
关键 作用 。 有 报道 指出 ， 缺 少 表达 OBP76a/LUSH 
HR B Drosophila 突变 体 对 其 性 信息 素 11-cis 
vaccenyl acetate (VA) 完全 失去 敏感 性 ， 证 明 
OBP76a/LUSH 对 于 果 蝇 感受 其 性 信息 素 是 必 不 可 
少 的 (Xu et al., 2005) 。 当 缺失 表达 一 个 相关 的 
OBP ÆA JE, KW Solenopsis invicta 种 群 会 产生 
多 个 蚁 后 , 证明 这 个 OBP E A EZ C BUS DOG 
WHE A R PEA E ZE H (Krieger and Ross, 
2002) , 

BS BBA ee TAR EE Pe TR, ERE 
及 其 他 多 个 国家 和 地 区 都 有 分 布 ， 每 年 都 对 棉花 生 
产 造成 严重 损失 (Wu et aL, 2002; Bl OPERI FL 
Hj, 2008), BB AASRESH, feu 
类 多 达 29 科 125 Bh, FERREE B 
种 作物 产量 都 造成 严重 损失 ( Wu et al., 2002; bir 
JENIXLB], 2008). ARIE Tei Ei 8 E REOR dE 
防治 ， 但 防治 效果 较 差 ， 且 有 抗 药 性 风险 。 近 30 
年 来 ， 各 国 昆 虫 学 家 对 昆虫 感受 寄主 植物 挥发 物 和 
性 信息 素 的 分 子 机 制 进行 了 深入 研究 ， 发 现 灵 敏 的 
嗅觉 系统 在 昆虫 寻找 寄主 、 交 配 产 卵 过 程 中 发 挥 着 
重要 的 作用 ， 所 以 对 昆虫 的 嗅 党 识别 进行 有 效 干 扰 
是 防治 害虫 的 又 一 有 利 途 径 ( Plettner, 2002; Zhou 
et al., 2010 ) 。 有 证 据 表 明 ， 包 括 育 医 育 晴 在 内 的 
多 种 育 晴 的 雌性 成 虫 通 过 释放 性 信息 素来 吸引 雄性 
成 虫 前 来 交尾 (Millar 2005; Zhang and Aldrich, 
2008). 。 另 外 ， 玫 医 育 晴 趋 哮 植 物 花 条， 尤其 是 对 
人 花期 的 棉花 和 紫花 上 区 有 着 明显 的 趋 性 ( 陆 宴 辉 和 
吴 孔 明 ，2008 ) 。 由 此 表明 上 育 医 育 晴 能 够 利用 性 信 
县 素 和 寄主 挥发 物 来 进行 交配 和 寄主 定位 。 而 在 这 
个 过 程 中 灵敏 的 噢 觉 系统 无 疑 发 挥 着 关键 的 作用 
(Field et al., 2000) 。 为 了 深入 研究 育 禾 育 晴 识别 
性 信息 素 和 寄主 挥发 物 的 分 子 机 制 ， 为 防治 首 客 盲 
he te HE Bh, AOA Kom T A fe Be 
Adelphocoris lineolatus ( Goeze) 的 一 个 OBP 基因 ， 
并 利用 RT-PCR 和 Real-time PCR 技术 研究 了 该 
OBP 基因 的 表达 谱 ， 以 期 为 深入 研究 OBP TE E d 
育 岸 串 觉 识别 过 程 中 的 作用 奠定 基础 。 


1 材料 和 方法 
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等 (2007)。 在 保鲜 盒 内 用 新 鲜 的 四 季 豆 饲 喂 ， 养 
忠 室 环境 条 件 为 25 ~28C ， 相 对 温度 60% ~ 70% , 
光照 16:8 (L: D), 
1.2. 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 Trizol, SuperScript III 第 一 链 
cDNA 合成 系统 购 于 Invitrogen; pGEM-T Easy 载体 
和 JM109 感受 态 细 购 于 Promega; Premix Ex Taq, 
DNA Marker DL2000., BE s PEA Ti BamH I 和 Xho 
I SJ E TaKaRa; X-gal 和 IPTG JA Ħ Amresco; 
Axygen 质粒 提取 和 胶 回 收 试剂 盒 购 目 北 京华 大 中 
生 ; 其 他 均 为 国产 或 进口 分 析 纯 试剂 。 
1.3 RNA 的 提取 

FRR AGE El et a Ae AR FA 150 对 ， 用 液 氮 研磨 
Ja, Hj Trizol 试剂 盒 进 行 总 RNA 的 提取 。 所 有 操 
作 均 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 ，RNA 最 后 溶 于 50 uL 
RNA-free 的 DEPC 水 中 。 -80% 保存 备用 。 
1.4 第 一 链 cDNA 的 合成 

将 2 uL 总 RNA, 1 pL Oligo( dT), 1 pL 
dNTP Mix, 6 uL DEPC-H,O, F PCR 管 中 ， 简 单 
离心 ，65 人 CC 水浴 5 min， 然 后 冰 上 终止 反应 2 min, 
再 加 PCR 管 中 依 次 加 入 2 uL 10 x RT Buffer, 4 uL 
25 mmol/L MgCL, 2 uL 0.1 mol/L DTT, 1 uL 
RNase OUT Recombinant RNase Inhibitor, 1 pL 
SuperScript I| Reverse Transcriptase, ， 简 单 离心 ， 充 
ANE]. 50C 反应 50 min, 85C, 5 min， 在 冰 上 
终止 反应 2 min。 人 简单 离心 ， 加 1 pL RNase H, AA 
后 37% 反应 20 min, -20C 保存 或 直接 用 于 PCR 
反应 。 
1.5 Bia Bis OBP 基因 的 引物 设计 

EAS HE OBP 基因 全 长 cDNA 序列 由 得 选 首 
1 Ei EARS cDNA 文库 (由 本 实验 室 构建 ， 未 发 表 
数据 ) 得 到 ， 根 据 其 开放 阅读 框 序列 ， 设 计 并 合成 
引物 : 

正 同 引物 : 5'-GCggatecATGAACTCACTCATT- 
CCCGT-3’ ; 

kt lel 9| Sg: 5’-GCGctegagTTAGAAGTCTGGAG- 
GACGC-3', 

为 了 便于 以 后 进行 原核 表达 ， 在 正 回 、 反 回 引 
物 中 分 别 设计 了 BamH | 和 Xho 工 酶 切 位 点 (以 小 
写字 母 表示 ) 。 以 上 引物 由 Invitrogen 公司 合成 。 
1.6 Äi OBP 基因 的 PCR 扩 增 

以 SuperScript III Reverse Transcriptase 合成 的 
第 一 链 cDNA 为 模板 ， 用 上 述 基因 特异 性 引物 进行 
PCR Q'5$, PCR 反应 体系 为 : ddH,O 35.75 uL, 


Ex Taq Buffer 5 uL, dNTP 4 uL, 55 —# cDNA 
1 RL， 正 反 回 引物 各 2 pL， 总 体积 50 uL, PCR 反 
应 条 件 : 95°C 预 变 性 2 min， 然 后 94% 变性 30 s, 

56% 退火 30 s, 72C 延伸 1 min， 共 进行 35 个 循 
环 ， 最 后 72% 延伸 10min。 扩 增 完毕 后 用 1.596 BR 
EUR SEDE FB, DICIS DUI 

1.7 PCR 产物 的 胶 回 收 和 TA 克隆 

利用 Axygen 琼脂 糖 凝 胶 DNA 纯化 试剂 盒 回 收 
PCR 产物 ，PCR 产物 经 胶 回 收 后 克隆 于 pGEM-T 
Easy 载体 上 ( 按 试剂 盒 说 明 操 作 )， 重 组 克隆 载体 
pGEM/OBP 转化 JM109 感受 态 细 胞 ， 然 后 涂 布 在 
含有 Ampicillin/X-gal/IPTG 的 LB 平板 上 ，373C 倒 
HGF 15h, ARAM, PAC 6 个 阳性 克隆 
在 LB 液体 中 ( 含 Amp) 培养 过 夜 ， 第 2 天 用 Axygen 
质粒 提取 试剂 盒 提取 质粒 ， 利用 菌 液 PCR 和 
BamH I All Xho I 双 酶 切 的 方法 同时 验证 重组 载体 
pGEM/OBP 插入 片段 的 大 小 。 

1.8 序列 的 测定 和 分 析 

将 菌 液 PCR 和 双 酶 切 验证 正确 的 重组 质粒 送 
Invitrogen 公司 进行 测序 。 利 用 生物 信息 学 方法 对 
测序 结果 进行 分 析 : 序列 相似 性 搜索 使 用 BLAST 
( http: //www. ncbi. nlm. nih. gov/BLAST/) T 具 ; 
核酸 序列 的 基本 物理 性 状 分 析 预 测 软 件 用 
(http: //www. expasy. ch/cgi-bin/pi. tool) ; 杀 脂 性 
分 析 软 件 使 用 BioEdit; NCBI 的 GenBank 序列 提交 
软件 使 用 SEQUIN (4.50)。 序 列 比 对 软件 使 用 
ClustalX 1. 83 ;进化 树 构 建 使 用 MEGA 4. 0 软件 中 
的 邻 位 相连 法 (Neighbor-joining) ， 进 行 了 1 000 次 
重复 构建 ，cut-off value 值 为 70% 。 

1.9 RT-PCR SE Bo & OBP SAW RAS 

Trizol 法 提取 不 同龄 期 (1 ~ 5 龄 在 虫 和 成 虫 ) ， 
成 虫 不 同 组 织 ( 雄 性 触角 、 上 肉 性 触角 、 涉 、 胸 、 
B. iR. XH) RNA, 在 进行 反 转 录 之 前 ， 用 
DNase I 消化 RNA 以 除去 残留 的 基因 组 DNA, H 
Invitrogen 的 SuperScript 亚 逆 转录 合成 系统 合成 第 
一 链 cDNA。 操 作 按 照 说 明 书 进行 。 其 中 每 个 组 织 
的 RNA/cDNA 制备 为 3 次 重复 。 

在 RT-PCR 分 析 OBP 基因 的 表达 谱 中 ， 以 200 
ng 的 cDNA 为 模板 ， 加 入 10 x ExTaq Buffer 5 uL 
(Æ Mg"), OBP 基因 正 反 向 引物 各 1 pL (OBP-F: 
5'-ATGAACTCACTCATTCCCGTG-3'; OBP-R: 5'- 
TTAGAAGTCTGGAGGACGCA-3'), W Z dk B- 
actin HJ IE [8] Al [8] 5| A 1 uL ( B-actin-F; 5’- 
GACATCCGTAAGGACCTGTA-3'; — B-actin-R; 5'- 
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CATCTGTTGGAAGGTGGAG-3’) , 2.5 mmol/L 的 
dNTP 4 uL, ExTaq DNA 聚合 酶 0.25 uL (5 U/pL), 
加 水 至 50 nkL。 反 应 条 件 为 : 95C 2 min; 95C 
30 s, 60C 30 s, 72C 1 min, 35 个 循环 ; 72°C 
10 min, PCR 产物 用 1. 296 HI Se A OBE EBS FB ak A 
测 。 同 时 用 清水 作为 对 照 。 每 个 样品 重复 3 次 。 
1.10 Real-time PCR ESTE RES OBP 基因 
的 表达 谱 

不 同龄 期 和 成 虫 不 同 组 织 RNA 同 RT-PCR。 采 
用 Taqman 方法 进行 Real-time PCR 扩 增 ， 内 人 参 基 因 
AH 7a B te AY B-actin 基因 (GenBank 登录 号 
GQ477013) ， 根 据 测 序 结果 用 Primer Express 3.0 
( Applied Biosystems ) 软件 设计 引物 及 Taqman 探 针 ， 
PRET SMT FAM 标记 ，3' 问 为 TAMRA 标记 。OBP 
基因 和 B-actin 的 引物 及 探 针 序 列 如 下 : 

OBP-Forward: 5'-GAGGGCAGACGAACAAACC 
A-3'; 

OBP-Reverse; 5'-TCCTCCCGGCATTTGTTG-3'; 

OBP-Probe; 5'-FAM-CGCCATGGTAGCCAAAG 
CCT-TAMRA-3'; 

B-actin-Forward: 5’-CTCTGGAGGCACCACCAT 
GTA-3'; 

B-actin-Reverse: 5'-GGGCAAGAGCGGTGATTT 
C-3'; 

B-actin-Probe; 5'-FAM-CCCGGAATCGCTGACA 
GGATGC-TAMR-3', 

上 述 设计 好 的 引物 及 探 针 在 上 海 基 康 生物 技术 
公司 合成 。 

起 始 模板 为 上 述 合成 好 的 不 同 组 织 、 不 同 部 位 
的 cDNA， 模板 量 都 为 200 ng, Real-time PCR 采用 
25 uL 反应 体系 ,包括 Premix Ex Tag 12.5 uL 
(TaKaRa), ， 正 反 回 引物 (10 pmol/L) 4& 1 uL, f& 
针 (10 pmol/L)0.5 uL, Reference Dye II 0.5 uL, 
模板 cDNA 1 uL, FORK 8.5 pL。 反 应 条 件 为 : 
94°C 预 变性 10 s; 95?C 20 s, 60C 34 s, 40 个 循 
环 。 空 日 对 照 模板 以 水 代替 cDNA。 所 有 样品 均 重 
Ai 3 IX, Real-time PCR 仪 为 ABI Prism 7500 Fast 
Detection System ( Applied Biosytems ) 。 反 应 结束 后 
收集 OBP 基因 和 g-actin 的 Ct (A, IRI 27^ ^" EDI 
定量 法 (Livak and Schmittgen, 2001 ) 计算 OBP 基因 
在 不 同 组 织 和 不 同 发 育 阶段 的 表达 量 差异 。 不 同 组 
织 间 以 OBP 基因 在 雄性 触角 中 的 表达 量 为 标准 参 
量 (calibrator)。 不 同龄 期 间 以 OBP 基因 在 1 IRA 
虫 中 的 表达 量 为 标准 参量 。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 BEER OBP 基因 的 扩 增 、 克 隆 与 酶 切 鉴定 

以 第 一 链 cDNA 为 模板 ， 用 基因 特异 性 引物 扩 
JS E ta EE OBP 的 开放 阅读 框 ， 获 得 了 长 度 为 450 
bp 左右 的 产物 (图 1) ， 与 预期 基本 一 致 。 将 目的 
片段 腕 回收 后 ， 连 于 pGEM-T Easy 载体 上 后 ， 转 
化 JM109 感受 态 细 胞 ， 对 其 进行 菌 液 PCR 和 
BamH I Fi Xho I WHEE Al 2), Bi PCR 
H EBRA EL BIA AD $6, Ot Fr 
段 也 和 目的 基因 大 小 一 致 。 


bp | 


2000 | 
1000 B 
750 | 
500 | 
250 E 
100 E 





图 1 Ei Ste OBP 基因 的 PCR 扩 增 
PCR amplification of Adelphocoris lineolatus OBP gene 
M: D12000; 1, 2; PCR 产物 PCR products 


Fig. 1 





图 2 pGEM/OBP 的 菌 液 PCR (A) 和 BamH I 与 
Xho 工 双 酶 切 验证 (B) 
Fig. 2 Identification pGEM/OBP by PCR (A) and 
digested with Bam HT and Xho | (B) 
M; DI2000; 1, 2: 菌 液 PCR 鉴定 pGEM/OBP (PCR products of 
pGEM/OBP); 3, 4, 5: BamH I 和 Xho | XX fi Y) pGEM/OBP 
( pGEM/OBP digested with BamH I and Xho 1 ). 


2.2 Biase OBP 基因 及 其 编码 蛋白 分 析 
Ede Be OBP 基因 的 序列 如 图 3 所 示 ， 推 定 
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的 氨基 酸 序列 位 于 核 车 酸 序列 之 下 ， 方 框 内 为 保守 
的 半 胱 氨 酸 位 点 。 该 基因 已 在 GenBank 中 登录 ， 
序列 号 为 GQ477022。 序 列 测定 结果 表明 得 到 的 首 
fa BIE OBP 基因 开放 阅读 框 ORF 全 长 438 bp, ZW 
fij 145 个 aa， 预 测 分 子 量 : 15.69 kDa, SHR: 
5.01， 用 在 线 Signa IP 3.0 Server 软件 (http: // 


www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/ ) 进行 信号 肽 预 
w, A N-R 7K PS £25 Eee Ja D ELT X HJ. 18 
个 aa 组 成 的 信号 肽 。 该 蛋白 具有 气味 结合 集 日 的 
一 些 典 型 特征 ， 如 都 是 可 溶性 的 酸性 小 分 子 蛋 白 ， 
序列 中 都 含有 6 个 高 度 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 。 将 得 
到 的 OBP 基因 最 终 命 名 为 Alin-0BP1。 


1 ATG AAC TCA CIC ATT CCC GIG TIG TTG GIG GIT TGC GCT GCT GCG ACG AGG GCA GAC GAA 


MN S L I P V L L 


V C aA A A T R A D E 


61 CAA ACC AAC GCC ATG GIG GCC AAA GCC TTC AAC AAA TGC CGG GAG GAA TIT CCC ATC AGT 


Q T N A M V A K A F 


x k[c] gs E EF r P 1I Ss 


121 GAC GAT GAA ATT GGC GGA GIG AGG GAA AAG ACG ACG ATT CCA GAG TCT CAT AAT GCA AAA 


D D E I G G6 V R E 


T T I P E S H N A K 


181 TGT CTC ATG GCC TGC ATG TIG CGA GAA GGC AAA ATG TTG AGA GAT GGA AAA TAC GAA AAG 


[ce] x afe]m t REG ky LR DG k Y E K 


241 GAA AAC GCT CTT ATA ATG GCT GAT GIG CTG AAC AAG GAT GAT CCT GCC TCT GCT GAT AAA 


E N A L I M A D V 


N K D D P A S A D K 


301 GCA AAA CAG CTT GTA GAA ACA TGT GCA GGC AAA GIT GGG ACA GAT GCA GGT GGG GAC GAA 


A Kk @ Lv E T[c]a c 


K V G T D A G G D E 


361 TGC GAG TIT GCT TAC AAA ATG GCT GIG TGC GCT GCG GAA GAA GCA AAG AAG CTT GGA GIG 


[cle F a x k w a v[c]a aE Eg AK KLG v 


421 CGT CCT CCA GAC TIC TAA 
R P P D F * 


图 3 E HESS Alin-OBPI 核 苷 酸 序列 及 推导 的 氮 基 酸 序列 
Fig. 3 Nucleotide and deduced amino acid sequences of Alin-OBPI gene 
下 划 线 示 推 导 的 信和 号 肽 The predicted signal peptide sequence is underlined; FHE NRETI EKAR Conserved cysteines are boxed. 


用 Kyte 和 Doolittle 5$ (1982) 的 方法 对 推测 的 


Alin-OBP1 氮 基 酸 序列 进行 亲 脂 性 分 析 ( 图 4) 。 续 
果 表 明 ，Alin-OBP1 氨基 酸 序 列 中 有 3 个 亲 脂 性 区 


ARA, B, C), RHES 60 ~ 70 位 的 氨基 酸 残 基 
形成 了 一 个 明显 的 亲 脂 性 口袋 ， 可 能 是 脂 溶 性 气味 
分 子 的 结合 位 点 。 


Kyte & Doolittle scale mean hydrophobicity profile 
Scan-window size=10 


ee aaa mg memi nanana on aaa anaa An aana aa san aaa Manna a aa anan mui, mpm ampie viua name 


Mean hydrophobicity 


0 5 10 


EC 
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图 4  Alin-OBP1 的 氨基 酸 亲 脂性 分 析 
Fig. 4 Predicted hydropathy profiles for the deduced amino acid sequences of the Alin-OBP1 
对 应 氨基 酸 残 基 的 亲 和 指 数 根据 Kyte 和 Doolittle (1982) 的 算法 得 到 , 正 数 代 表亲 脂性 ,负数 代表 杀 水 性 。Values of hydrophobicity index are 


plotted against the amino acid residues using the method of Kyte and Doolittle (1982) with a window size of 10 amino acids. Positive values indicate 


hydrophobicity while negative values indicate hydrophilicity. 
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* 20 * 40 * 60 * 80 * 
Alin-OBPi : ----------------------- MNSLIPVLLVVCAAATRADE------- QTNAMVAKAFNKÜREEFPISDDEIGGVR---EKTTIPESHNA : 73 
Alin-OBPi6 : ----------------------- MNSLIPVLLVVCAAATRADE------- QTNAMVAKAFNKCREEFPISDDEIGGVK---ERTTIPESHNA : 73 
Sfru-GOBR2 : ~ MTSRSSLFLVVMATVTSSVVGTAEVMSHVTAHFRRKALE EESGLSAEVLEEFQHFWREDFEVVHREL ; B3 
Mbra-GOBP2 : ----- e MTSKSSLFLVVLATVTSSVMGTAEVMSHVTAHFGRALEECREESGLSAEVLEEFQHFWREDFEVVHREL : 83 
Harm-GOBP2 : ----------------------- MTSKSCLLLVAMATLTGSVIGTAEVMSHVTAHFGKALEECREESGLSAEVLEEFQHFWREDFEVVHREL : 83 
Hass-GOBPZ2 : —-—————————————————————-— MTSRSCLLLVAMATLTASVMGTAEVMSHVTAHFGEALEZ EESGLSAEVLEEFQHFWBREDFEVVHREL : 83 
Hvir-GOBP2 : ----------------------- MTSKSCLLLVAMVILTTSVMGTAEVMSHVTAHF GRALEECREESGLSAEVLEEF QHFWREDFEVVHREL : 83 
Slit-GOBP2 : ~~ MTSECCLLLVVMAAVTSSVMGTAEVMSHVTAHFGEALE EESGLSAEVLEEFOHFWREDFEVVHREL : B3 
Msex-GOBP2 ?~~ MVNR-LILVVVVVFITDSVMGTAEVMSEVTAHFGKALE EESGLPVEVMDEFEHPFWREDPFEVVHREL : 82 
Epos-GOBP2 : ----------------------- MASYWAVCVVLVAG-SHLVAGTAEVMSHVTAHFGRALEQUREESGLSTAVLEEFQHFWRDDFEVVHREL : 82 
Amel-ASPZ  : ~ BMNTLVTVICLLAALTVVRGIDOQDTVVAEYMETYLMPDIM DELHISEDIATNIQ---AAKNGADMSQL : 80 
Acer-ASP2 i ----------------------- MNTLVIVTCLLAALTVVRGIDQDTVVARYMEY LMPD IMPCADELHISEDIATNIQ-~-AAKNGADMSQL : 80 
Imig-OBP2b : ~ EMTPEFMEIVN TEHEPTEDELRGMM--—-—ALRVPESANG : 52 
Imig-OBBPZCQ : ~ EMTPEFMEIVN TEHEPTEDELRGMM----SLAVPESANG : 52 
Alin-OBP4 : ------------------- MRIFVIFTAALTCVMAG---------- ELPEEMKEMAQGLHDSCVEETGVDNGLIAPCA---KGN-FADDAKL : 73 
Llin-AP 1 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 MRILVLETAALTCVMAG-—-——-—--———-—-— ELPEEMREMAQGLHD EETGVDNGLIGPCA---RGN-FADDORL ; 73 
Hpic-OBPi 1 ~ EEMEELAEQLHD GOTGVDEAHIGTVR-—--DORGFPDDERF : 54 
Pdiv-OBBi  : ~ EEMEELARKQLHN GOTGVDEAHITTVEK---DORGFPDDERE : 54 
Tcas-OBP6 : -—————————————————— MSPLLLIFISCLEPRVE-—-——--—--—--——-— GISEEMQELANTLHA DETGVSEDAIESAR---EGNFAPDD-EL : 73 
Tcas-OBPB : ------------------- MIRYYIVLLLYFFABP----------- GISEEMQELVNQLHSTCVAETGVSEDLINRVN-~-SDRVMIDDERL : 73 
Agam-OBPi : 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 MELVTFVFAALVCCSMTLGDTTPRRDAEYPPPELLEALKPLHD GEKTGVTEEAIREFS---DEE-IHEDEKL : B4 
Aste-OBBi : ~ MEYLAVVCVGLEMCCMMALAQSTPRRDAEYPPPELLEAMKPLHD GKTGVTEEAIKKFS-—-DEE-IHEDERL : 84 
Lmel-0S-E : ------------------ MLKYPLILL-LIGCAAAQ---EPRRDGEWPPPAILKLGKHFHDICAPKTGVTDEAIKEFS---DGQ-IHEDEAL : 80 
Dsim-OS-E :一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 MVREYPLILF-LIGCAAAQ-—--EPRRDGEWPPPAILÉKLARHFHD PRTGVTDEAIREFS---DGQ-IHEDEAL ; BO 
Save-OBP10 : ------------------------------- STRPQ------------ PDEMEEIKRTLYNACAGKFPITEEIKKNAK---NAI-ISDDPTF : 59 
Apis-OBP10 : -—-————----— MEHLRSTNVVFAIVMALLVVQSSTRPQ-—-—-————————— PDEMEEIERTLTYN GRFPITEEIRNNAK-——NSI-ISDDPTF : 81 
Mper-OBPi0 i 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 六 于 信忠 办 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 PDELEEIRETLYN GRFEPITEEMERDIL-—-—-NSN-MVDDQNE : 59 
Rpad-OBPi0 : ------------------------------- STRPQ------------ PDEMEEIKKTLYNACSAKFPLTDEIRNNAK---NSI-VADDQNL : 59 
Imig-OBPi  : ~~~ AAREVDH SSTGVPRDMLHRYA---—EGQTVDDDDE : 48 
Niug-OBPl : MESFIVCIAVSYLLVANIRKADEATSSSDAESLITSTTLSPASNESDAARSAIKEQLAKLTE TSSQANSDDARIIG~~--TESVPRTEGE : 102 
Lmig-OBP3 一 MKEAVDKÉKASENLDS--LDGLK----SSKSPSTEEE : 45 
Niug-OBP3 2 ~ MEVE---—REHIVPDSEEG : 29 
Agam-OBP4 ; -------------------- MSVSVLVSSLVVLFCVQCLIEHIDGAMTMKQLTNSMDMMRQAÜAPKFEVEEAELHGLR--KSIFPANPDKEL : 84 
* 120 * 140 * 160 * 180 * 
Alin-OBPi : RDGKYERENALIMADVLN--KEDDPASADKAKQ--—-—-— LVETUOAGRVGTDAGGDELCEFAYRMAVLAAEEARKLGVRPPDE-—-—-—-———-—-——— : 145 
Alin-OBPi6 : RDGKYEKENALIMADVLN--KDDPATADKARQ---—--- LVETLAGK---DAGGDELEFAYKMAVUCAAGEAKKLGVRPPDE-—-————————— 3 142 
Sfru-GOBP2 : QDD--SRMHHVNMHDYVKSFPNGHVLSEELVE----—- LIHNCEKK--FDSMTDDCERVVEVAACFKVDAKAAGIAPEVAMIEAVMEKY-- : 162 
Mbra-GOBP2 : QDD--S5RMHHVNMHDYVESFPNGEVLSGTLVE---—-—— LIHNÜCERR--YDGMTDDODRVVRKVAALFRVDARAAGIAPEVAMIEAVMERY-—- : 162 
Harm-GOBP2 : QDD--SRMHHVNMHDYVKSFPNGHVLSERLVE--——-—— LIHNCERR--YDTMTDDODRVVEVAACFEVDAKAAGIAPEVAMIEAVMERY-—- : 162 
Hass-GOBP2 : QDD--SRMHHVNMHDYIKSFPNGHVLSEKLVE--—-—- LIHNCEKK--YDTMTDDCDRVVKVAACFRVDAKAAGIAPEVAMIEAVMEKY-- : 162 
Hvir-GOBP2 : QDD--SRMHHVNMHDYVEKSFPNGHVLSEKLVE----—-—-— LIHNÜEREK--YDTMTDDUODRVVEVAACFRVDARAAGIAPEVTMIEAVMERY-—- : 162 
Slit-GOBP2 : QDD--SRMHHVNMHDYVRESFPNGHVLSERLVG----—-—— LIHNÜERQ--FDSMTDDÜERVVEKVAAUFRKVDGKATGIPPEVAMIEAVMERY-—- : 162 
Msex-GOBP2 : QDD--TRIHHVNMHDYIRSFPNGQVLSERKMVQ-—-—--—— LIHNÜCEEKQ--YDDIADDODRVVEVAAUFRRDAKREGIAPEVAMIEAVIERY-—- : i61 
Epos-GOBPZ ; QDD--ARMHHENMHDYVEKSFPQGEVLSAKMVE---——— LIHNLDERP-—-YDDIRDDLERVVEKVABAUCFRVDARKAGTIAPEVAMTEAVMERY-— : i61 
Ameli-ASP2 : KRGT---ELYVEPVYRMIEVVHAGNADDIQLVEG-—-—-- IANECIEN--AEGETDECNIGNRYTDUCYIERLES--—-—-——————————————— : 142 
Acer-ASP2  : KGT--—ELYVEPVYRKIEVVHAGNADDIQLVÉG---—— IANEZIEN--AEGETDEUCNIGNRAYTDCYIERLES-—-—-—-——————————————— 3 142 
Lmig-OBP2b : KDG---KFDKEEAKKHAASEMTDKDELERHMQ----—- LIEKCSQE--VGGETDSCGIGPKLMECIKQFAPEFDIALPQQPSE--—---—- : 124 
Imig-OBP2c : KDG---RFDKEEARKHAASEKMTDEDELEKHMQ----—- LIERCSQE--VGGETDSLGIGPEKLMELIKQFAPEFDIALPQQPSE--———-——— : 124 
Alin-OBPA : SDE---—-- GELDAEAFGSILPD-SMQ-ELLPT-—--—-—-- IRSUGGT-—---TGSDPLCDLAMNENROLORADPVNELVI--—-——-—-———-—--—--— : 132 
Liin-AP DOSBDE--—-—— GELDAEAFGSILPD-NMQ-ELLPT-—---—-—-— IRGUOAGT-———TGADPCELAMNENKLLQRVDPVNEMVI-—-—-——————————— : 132 
Hpic-OBPi : GDD-—-—-- GVVDÜUVEAAVGVLPD-EFRDKAEPI-—-———-—— MREUCGVE-—-—--PGANPCDNVYOTHROYYDADPNSYMIW-—-—--————————-——-— > 114 
Pdiv-OBPl : GDD---—- GIVDIEAAVGVLPD-ELRAKAEPRV----—--—-— MREZGFE----PGANPUDNVYQTHKOYFETDPQSYMIW-—-———————————- : 114 
Tcas-OBP6 : DDE--—--- GIIDVEATIAVLPE-EYQARAEPI-—-—-———— VRHELGTR-—-—-—-IGANACDNAFLTNEUCWYEEDPEDYELV—-—-———————————— : 133 
Tcas-OBPB : SDn----- GVVDVEATIALLPE-DMRARTTPWV-—-—-—--—--—— IRSGOGAÉK-—---MGANPCESAWLTHRCYLETSPADYVLI--—-——-—-———-—-———— 2 133 
Agam-OBPi : DDN----- GDVHLEKLHDSLPS-SMHDIAMHM------- GKRÉLYP----EGETLCDKAFWLHKCWKQSDPKHYFLV-—------------ : 144 
Aste-OBPl : BDN----- GDVHLERLHDALPN-SMADIALHM---~~--—~ GERUCLYP--—--EGENLUODEAFWLHROWRQSDPEKHYFLV—--—--—-—————————— : 144 
Emel-OS-E  : DDN----- GDVHMERVLNAIPGERLRNIMMEA-—-—-—-—-— SEGLIHP—-—-—-EGDTLOHRAWWFHQUOWERADPVHYFLV-—-———-—————-—--—- 3 14i 
Dsim-OS-E : DDN-----GDVHMEKLFNAIPGEKLRNILMEA------- SKGÜMHP----EGDTLÜHKAWWFHQUWKRADPVHYFLV-—------------ : 141 
Save-OBPi0 : GIELHPLIEGILRL--———————-—— > 121 
Apis-OBP10 : GIKLNPLIVALLPL------------ : 143 
Mper-OBPi0 : GLKLNPMTIQLLPL------------ : 121 
Bpad-OBP10 : GIKLNPLIGSATL--———-——————-—- : 120 
Lmig-OBPl : YKQSDPELYSLVVRAFDATIGD---- : 118 
Niug-OBPl : FVENGOREKINFEPRA-—-—————————— 2 173 
Imig-OBP3 : LIKGMVDKGYEESFARIDKMLEKLDD : 129 
Nlug-OBP3 : HYAANTSPVCRGILTLPR----------------- : 93 
Agam-OBP4  : DEAYFSAKLAADFTIPDTFMFP—-—-—-———————-———- ; 150 
kh e . Y 
图 5 ES HIS UKRABRE Alin-OBPI 和 其 他 已 知 昆虫 OBP 的 多 重 联 配 
Fig. 5 Alignment of deduced amino acid sequence of Alin-OBP1 with homologous proteins from other insect species 








“C， 示 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 Six conserved Cys residues are labeled by ‘C? . 气味 结合 蛋白 的 来 源 与 CenBank 登录 号 如 下 : The species the OBPs 
originated from and their GenBank accession numbers are; Alin; Ë # Ei #4 Adelphocoris lineolatus Goeze ( Alin-OPP1; GQ477022; Alin-OBP4; 
GQ477025 ; Alin-OBP16; GQ477037) ; Llin; 32 [Hpt Ef B Lygus lineolaris ( Llin-AP; F091118) ; Nlug: 褐飞虱 Nilaparvata lugens ( Nlug-OBP1 ; 
ACI30679 ; Nlug-OBP3; ACI30681) ; Mper; 桃 蚜 Myzus persicae ( Mper-OBP10; FM242548); Save; Æ K 4 HW Sitobion avenae (Save-OBP10; 
FN293384); Rpad; RA 45 FH Rhopalosiphum padi ( Rpad-OBP10; FN293387); Apis; Wü xj $} Acyrthosiphon pisum ( Apis-OBP10; NM _ 
001160053) ; Amel; 意大利 蜜蜂 hpis mellifera ( Amel-ASP2; AF393493) ; Acer; 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana ( Acer-ASP2; DQ449667) ; Harm; 棉 
&* tht Helicoverpa armigera ( Harm-GOBP2; AJ278991); Slit: R At TE IR Spodoptera litura ( Slit-GOBP2; EF159979) ; Sfru; 草地 夜 蛾 Spodoptera 
frugiperda (Sfru-GOBP2; AY669087) ; Mbra; 甘蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae ( Mbra-GOBP2; AF051144) ; Epos: RRIK Epiphyas postvittana 
(Epos-GOBP2; AF411460); Msex; 烟草 天 蛾 Manduca sexta ( Msex-GOBP2; AF323972); Hass; 烟 青虫 Helicoverpa assulta ( Hass-GOBP2; 
AY351670) ; Hvir; 烟 蚜 夜 峨 Heliothis virescens ( Hvir-GOBP2; X96863); Lmig: 东亚 飞 蝗 Locusta migratoria ( Lmig-OBP1; AF542076; Lmig- 
OBP2b; FJ959362; Lmig-OBP2c; FJ959363; Lmig-OBP3; C0832219 ); Hpic: 茶色 长 金龟 Heptophylla picea ( Hpic-OBP1; AB025571); Pdiv; 5 
发 丽 金龟 Phyllopertha diversa ( Pdiv-OBP1; AB026552) ; Tcas; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( Teas-OBP6; CM000280 ; Tcas-OBP8 ; CM000280) ; 
Dmel; 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster ( Dmel-OS-E; U02543) ; Dsim; $H Drosophila simulans ( Dsim-OS-E; AM490961) ; Agam: 冈比亚 按 蚊 
Anopheles gambiae ( Agam-OBP1; AF437884; Agam-OBP4; AY146731); Aste; Hp fibt Anopheles stephensi ( Aste-OBP1; GQ250942). 下 同 The 


same below. 
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A6 Awe HIE (KA ARE Alin-OBPI 与 其 他 已 知 昆虫 气味 结合 蛋白 的 系统 发 育 树 
Fig. 6 Phylogenetic tree of Alin-OBP1 and OBPs from other different insect species 
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2.3 Alin-OBP1 与 其 他 物种 气味 结合 蛋白 基因 序 
列 比 对 和 系统 发 育 关 系 分 析 

利用 BLAST X} B 7a B S8 CURA Hr 58 EH E (1 I] 
源 性 搜索 ， 对 搜索 的 结果 用 ClustalX 1. 83 E1754 
基 酸 序列 的 多 重 联 配 ( 图 5) RRHH, Efe Be 
Alin-OBP1 与 其 他 32 种 不 同 种 类 的 昆虫 的 气味 结 
合 借 日 之 间 都 有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 ， 揭 示 这 
些 氨基 酸 对 于 昆虫 感受 外 界 气 味 起 着 重要 的 作用 。 
Alin-OBP1 与 其 他 6 FPA H Eh, W4 K 
Nilaparvata lugens、 美 国 牧 草 育 晨 Lygus lineolaris、 
MESE Myzus persicae, Kx HF Sitobion avenae. FR 
AAE Rhopalosiphum padi, iG. Acyrthosiphon 
pium 的 气味 结合 蛋 日 同 源 性 不 高 ,， 仅 为 30% £ 
^, WHH Alin-OBP1 和 这 些 半 这 日 昆虫 气味 结合 蛋 
日 在 进化 关系 上 离 得 很 远 。 男 一 方面 也 和 半 却 目 昆 
忠 气 味 结合 重 日 研究 较 少 有 直接 关系 。Alin-OBP1 
HAA. IH. HEWA., SOMA. XH E EGO 
的 气味 结合 恒 日 同 源 性 更 低 ， 仅 为 18% - 2096 之 
间 ， 说 明 半 翅 目 昆虫 与 其 他 目 昆 虫 的 气味 结合 重 日 
在 进化 关系 上 离 得 较 远 。 为 外 ，8 PBR A BLA 
味 结合 重 日 间 的 同 源 性 高 达 91. 98% ， 这 也 从 一 定 
ER LUD RAK ARBOR, WORSE Be 
酸 序 列 相似 性 越 高 ， 同 时 暗示 这 些 气味 结合 蛋白 在 
鳞 翅 目 昆虫 的 嗅 党 识别 中 起 春 相 似 的 功能 。 

应 用 MEGA4.0 软件 Neighbor Joining( NJ) 法 对 
包括 Alin-OBP1 在 内 的 33 种 不 同 种 类 的 昆虫 气味 
结合 重 白 进行 系统 发 育 进化 树 的 构建 (图 6) 。 从 系 
统 发 育 树 结果 可 以 看 出 ， 鳝 翅 目 昆虫 气味 结合 重 日 
GOBP2 聚 在 同一 个 分 文 上 , w H Ee H "B Hu 
GOBP2 基因 来 源 于 同一 个 祖先 基因 ， 最 终 分 化 成 
不 同 的 基因 型 可 能 由 于 是 不 同 目 然 选 择 压 造 成 的 。 
Wu2Ex8H. BMA. MOXA. BMA. RAAB 
的 气味 结合 蛋白 则 较为 分 化 ， 位 于 不 同 的 分 文 上 。 
Et B7 BYA Alin-OBP1, Alin-OBP4, Alin-OBP16 
和 美国 牧草 育 旺 触角 熏 日 AP 位 于 一 个 大 的 分 文 
E, Wile dE HB MENOS EDUC EL BS ET OS ARE 
近 ， 可 能 来 源 于 共同 的 祖先 。 

2.4 Alin-OBPI 基因 的 转录 表达 谱 分 析 

应 用 半 和 定量 RT-PCR 技术 分 析 Alin-OBP1 基因 
在 不 同龄 期 、 成 虫 不 同 组 织 之 间 的 表达 差异 ， 结 
表明 ， 在 成 虫 不 同 组 织 之 间 ，Alin-0BPI 仅 在 触角 
中 特异 性 表达 ， 并 且 表 达 量 在 雄 触 角 中 高 于 上 肉 触 角 
中 。 在 头 、 胸 、 腹 、 足 、 翅 中 不 表达 (图 7: A). 
在 不 同龄 期 之 间 ，Alin-0BPI EUR RIK, 并且 在 5 


龄 奋 虫 和 成 虫 中 的 表达 量 较 其 他 龄 期 高 (图 7: B). 
A 








图 7 ETE HN Alin-OBPI 的 表达 谱 分 析 
Fig. 7 Expression pattern of Alin-OBPI gene 

A; Alin-OBP1 的 组 织 特异 性 表达 Tissue-specific expression of Alin- 
OBPI gene. M; DI2000; 1: 雄性 触角 Male antenna; 2: 雌性 触角 
Female antenna; 3; 头 ( 去 除 触 角 ) Head (without antenna); 4; 胸 
Thorax; 5: f Abdomen; 6: 足 Leg; 7: #4 Wing; 8: 清水 H,O. B; 
Alin-OBP1 不 同时 期 的 特异 性 表达 Stage-specific expression of Alin- 
OBPI gene. M; DI2000; 1: 1 龄 若虫 1st instar nymph; 2: 2 龄 若 
Hi 2nd instar nymph; 3; 3 WS Zi 3rd instar nymph; 4; 4 rE 4th 
instar nymph; 5; 5 #87744 Sth instar nymph; 6; JU Adult; 7: 清 
水 H, O. 

为 了 验证 RT-PCR 的 结果 ， 同 时 更 加 精确 地 衡 
量 Alin-OBP1 的 时 空 表 达 谱 。 我 们 利用 Real-time 
PCR 方法 对 Alin-OBP1 在 成 虫 不 同 组 织 、 不 同 虫 龄 
的 表达 量 进行 了 测定 。 结 果 表 明 ，Alin-0BP1 几乎 
全 部 在 触角 中 表达 ， 并 旦 在 雄 虫 触角 中 的 表达 量 是 
在 崔 虫 触角 中 表达 量 的 1.90 倍 (图 8: A). 在 其 
他 组 织 表达 量 非 常 低 ， 约 为 触角 中 表达 量 的 千 分 之 
—. Alin-OBP1 在 不 同 的 发 育 阶 段 和 都 表达 ， 但 是 在 
5 龄 各 虫 和 成 虫 阶段 表达 量 较 高 ， 分 别 占 整 个 表达 
量 的 19.02% 和 47.7690 , ZEB n Sr Ez Alin-OBPI 
的 表达 量 最 高 ， 分 别 是 1 ~ 5 HE A N 
8.51, 5.53, 5.18, 4.65 Ji 2. 50 倍 ( 图 8: B), 


3 讨论 


Eb Hi SOP AE OF fa BACT Ee WR E 
系统 来 完成 的 。 气 味 结合 蛋白 OBPs F EE AY UNE 
识别 中 发 挥 看 至 关 重 要 的 作用 ， 其 与 脂 浴 性 的 气味 
物质 结合 是 昆虫 专 一 性 识别 外 界 气味 物质 的 第 一 步 
生化 反应 ， 对 于 昆虫 与 外 界 进行 信息 交流 具有 重要 
的 意义 ( Vogt et al., 1999) 。 本 实验 首次 通过 外 选 触 
角 cDNA 文库 的 方法 分 离 并 克隆 了 一 个 编码 让 禾 育 
MR RZ RR H Alin-OBP1 的 基因 。 序 列 分 析 表 明 ， 
Alin-OBPI 具有 气味 结合 重 昌 的 典型 特征 ， 如 序列 
中 有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 ， 为 酸性 的 小 分 子 蛋 日 。 
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图 8 Real-time PCR Œ Alin-OBP1 基因 的 表达 图 谱 
Fig. 8 Relative expression level of Alin-OBP1 measured 
by Real-time PCR 
A: Alin-OBP1 在 成 虫 不 同 组 织 间 的 相对 表达 量 Relative expression 
quantity of Alin-OBP1 in different adult tissues. 1: 雄性 触角 Male 
antenna; 2: 雌性 触角 Female antenna; 3: Æ ( Æ Es fü ffi) Head 
(without antenna); 4: WJ Thorax; 5: Ji Abdomen; 6: Æ Leg; 7: 
XH Wing. B: Alin-OBP1 在 不 同 发 育 阶 段 的 相对 表达 量 Relative 
expression quantity of Alin-OBP1 in different development stages. 1; 1 
Jit; 1st instar nymph; 2: 2 $$% E 2nd instar nymph; 3: 3 WHA 
Hi 3rd instar nymph; 4; 4 #84744 4th instar nymph; 5: 5 Sz" Sth 
instar nymph; 6: JM Adult; 7: 清水 H,O. 


杀 脂 性 分 析 表 明 Alin-OBP1 24 JE R2 FF PA 3 个 亲 
脂性 区 域 ， 其 中 第 60 ~ 70 位 的 氨基 酸 残 基 形 成 了 
一 个 明显 的 杀 脂 性 口袋 ， 可 能 是 脂 溶 性 气味 分 子 的 
结合 位 点 。 序 列 比 对 和 进化 树 分 析 表 明 BITE HN 
Alin-OBP1 与 鳞 翅 目 气味 结合 恒 日 的 同 源 性 极 低 ， 
仅 为 18% ~ 20%; 55H. fü 2E XH H Bb R dS KL 
Nilaparvata lugens. 3& H CR Ej $6 Lygus lineolaris , 
MESE Myzus persicae, zz J& Sitobion avenae. RE 
Zi E Rhopalosiphum padi, Wü Xj" Acyrthosiphon 
pisum BJ UK A RES ROUTE LASTS, DU 30% 7c 
右 。 这 表明 Alin-OBP1 和 这 些 半 却 目 昆虫 气味 结合 
重 日 在 进化 关系 上 相距 较 远 相关 ， 另 一 方面 也 与 半 
翅 目 昆虫 气味 结合 重 日 研究 的 相对 较 少 有 关 。 

有 大 量 的 研究 报道 昆虫 气味 结合 重 日 仅 特 异性 
的 存在 于 触角 当中 (Vogt et al., 1999; Wang et al., 
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2003, 2004; Gong et al., 2009) ， 但 是 也 有 研究 报道 
气味 结合 蛋白 在 其 他 部 位 也 表达 ， 比 如 Calvello 等 
( 2003, 2005) A PAH HE Polistes dominulus ( JRIH H : 
BAER) 和 大 黄蜂 Vespa crabro (SHE: 9] ERE) 
的 OBP 除了 在 触角 中 表达 外 ， 在 中 市 和 这 中 也 同 
时 表达 ，Li 等 (2008 ) 报道 埃及 伊 蚁 OBP 同时 在 在 
fA RS Fae. AUT PRIA. RU FER P 
寺 异 性 表达 的 OBP EARI Eb BNA, 
而 同时 在 其 他 部 位 也 有 表达 的 OBP 和 蛋白 和 识别 普 
BARAR, 

有 大 量 的 研究 报道 昆虫 气味 结合 重 日 仅 特异 性 
的 存在 于 触角 当中 (Vogt et al., 1999; Wang et al., 
2003, 2004; Gong et al., 2009) ， 但 是 也 有 研究 报道 
气味 结合 蛋白 在 其 他 部 位 也 表达 ， 比 如 Calvello 等 
( 2003, 2005) A PAH HE Polistes dominulus ( JRIH H : 
BAER) 和 大 黄蜂 Vespa crabro (SHE: 9] ERE) 
的 OBP 除了 在 触角 中 表达 外 ， 在 中 市 和 这 中 也 同 
时 表达 ，Li 等 (2008 ) 报道 埃及 伊 蚁 OBP 同时 在 在 
fA RS Fae. AUT PRIA. RU FER P 
寺 异 性 表达 的 OBP EARI Eb BNA, 
而 同时 在 其 他 部 位 也 有 表达 的 OBP 和 蛋白 和 识别 普 
BARAR, 

我 们 同时 用 RT-PCR 和 Real-time PCR 方法 研 
3E T Alin-OBP1 在 成 虫 不 同 组织 和 不 同 发 育 阶段 的 
表达 谱 ， 结 果 表 明 ，Alin-0BP1 几乎 全 部 在 在 触角 
中 表达 ， 并 且 在 雄性 触角 的 表达 量 要 高 于 在 肉 性 触 
角 中 的 表达 量 ， 这 说 明 Alin-OBP1 可 能 是 一 个 信息 
素 结合 蛋白 (pheromone binding protein, PBP), fE 
够 有 效 感 受 同 种 或 异种 个 体 之 间 的 信息 素 物 质 。 
Alin-OBP1 在 各 个 龄 期 都 有 表达 ， 但 是 在 5 REAR 
和 成 虫 期 表达 量 最 高 。 实 际 上 ，5 龄 在 虫 期 和 成 里 
期 的 育 攻 育 晴 活 动 范围 和 取 食 量 都 比 低龄 奋 虫 期 有 
很 大 的 提高 ， 这 时 候 高 表达 量 的 Alin-OBP1 可 能 有 
DIT B dé BYTE VIRUS SUR ORAS. A r xt 
一 步 解析 Alin-OBP1 1E B 44 Ei GR, A AIP BJ 4E 
用 ， 我 们 需要 获得 大 量 的 Alin-OBP1 蛋 日 并 对 其 生 
物 功 能 进行 深入 人 研究 。 
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